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(57) Abstract * 

A culture medium for avian totipotential embryonic cells comprising an avian cell culture medium is disclosed. The culture medium 
is characterised in that it comprises elements complementary to said avian cell culture medium, the complementary elements being selected 
from the group which comprises cytokines, fibroblast growth factors, insulin-like growth factors and stem cell growth factors, and in that it 
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(57) Abrege- 

La prfsente invention conceme un milieu de culture de cellules embryonnaires totipotentes aviaires du type comportant im milieu de 
culture pour cellules aviaires, caractense* en ce qu*a comporte des elements conmleineittaires dudit milieu de culture pour cellules aviaires, 
lesdits elements complementaires 6tam choisis dans le groupe comprenant les cytokines, les facteurs de eroissance des fibroblastes, les 
facteurs de eroissance analogues de l'insuline, les facteurs de eroissance des cellules souches, et en ce qu'fl est substantiellement depourvu 
d'acide rCtinoIque actif. Elle conceme dgalement un procexie* de culture de cellules embryonnaires totipotentes aviaires et les produits 
pouvant toe obtenus par ce proo6& 
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MILIEU DE CULTURE DE CELLULES EMBRYOHNAIRES TOTIPOTEMTES AVI AIRES, 
DEPOURVU D' AC IDE RETINOIQUE ACTIF 



5 la pr^sente invention se rapporte k I'obtention de cellules ES 

d'oiseau, en particulier k un proc6d6 de culture et ix un milieu permettant 
la culture de ces cellules. 

En effet, dans le cadre de la mise au point de technique de 
production de prot&nes recombinantes, le developpement d'une technique 
10 de transgenese chez les oiseaux domestiques aura des retombees 
economiques extremement importantes dans deux applications majeures: 

- 1. le developpement de souches aviaires pr^sentant des caracteres 
genetiques^ determines (resistance a certaines maladies, performances dc 
croissance, etc) 

15 - 2. le developpement de systemes de production de proteines 

recombinantes dans I'albumen de 1'oeuf. 

L'industrie biotechnologique s'interesse de plus en plus a la 

possibility de produire des proteines d'interet dans des fluides biologiques 

ou des organismes (sang, lait, plantcs, ...). La production dc tellcs proteines 
20 dans l'oeuf d'oiseau domcstique constituera certainement dans cetie voie 

unc avanc^e technologiquc majeure pour plusicurs raisons: 

- de nombreuscs proteines de mammifcres nc pcuvent etrc 
produitcs cn systeme mammifere car leur surabondance dans ces 
organismes presente des effets deleteres (excmplc: 1'crythropoietine qui 

25 chez le lapin induit des hyperglobulinemies pathologiques). Beaucoup de 
ces proteines d'int£ret ne presentent pas d'activite croisee avec celies des 
oiseaux, autorisant ainsi leur surproduction dans un organisme aviaire 
sans effet pathologique majeur; 

- il est tres vraisemblable que la commercialisation de proteines 
30 recombinantes produitcs chez des mammifcres sc hcurtera a des 

problemes sanitaires lies i la presence chez cette espixes d'organismes 
latents potentiellement pathogdnes pour 1'Homme (lentivirus, prions,...). 
Ce risque est tr£s minime, pour ne pas dire quasiment inexistant, pour des 
agents pathogenes des oiseaux domestiques; 

35 
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- Toeuf constitue un "tissu" trfes dense en un petit nombre de 
proteines. Par exemple la proline majeure de 1'oeuf d'oiseau, 1'ovalbumine 
repr^sente 54 % des proteines du blanc d'oeuf, soit un poids sec inoyen par 
oeuf de 2 grammes de mattere seche environ. On peut raisonablement 
5 imaginer produire par oeuf au moins 10% de cette masse en proteine 
recombinants La rentabilitg 6conomique apparait tres grande si Ton 
consid^re qu'une poule pond en moyenne 2 oeufs tous les trois jours, et 
cette rentabilite apparait tres superieure a celle de grands mammiteres si 
Ton considfere les cotits d'61evage bien moindres des oiseaux domestiques. 

10 La realisation d'oiseaux transgeniques est possible actuellement 

avec un cout extremement eleve £ cause de sa tres faible efficacite. En 
effet chez les oiseaux la technique de microinjection d'ADN dans Toeuf est 
quasiment impossible, D'autre part Tutilisation du systeme des retrovirus 
vecteurs, le seul syteme efficacc a ce jour, reste complexe et se heurtera 

15 certainement a une reticence de la part des industriels pour des raisons 
sanitaires. 

Une avancee tres imporianie a la realisation d'animaux 
transgeniques a ete apportec chez la souris par lc developpement de la 
technologie des cellules ES. 

20 Les cellules ES (pour Embryonic Stem cells) sont des cellules 

embryonnaires totipotcntes- capablcs de regenercr tous les tissus dc 
I'embryon, y compris lc tissu germinal, aprcs leur injection dans des 
embryons tres precoccs. Ccs cellules pcuvent done ctre considerees comme 
des chevaux de Troic pour introduire dc nouvclles informations 

25 gen^tiques dans le patrimoine genetique d'un animal. La possibilite de 
cultiver ces cellules a long terme in vitro, offrc la possibilite d'exercer de 
nombreux contr61es avant leur implantation in vivo. D'autre part ces 
cellules peuvent etre conservees de facon illimitec dans l'azote liquide, ce 
qui constitue une possibilite de stockage d'un patrimoine genetique. 

30 L'utilisation de cellules ES constitue aujourdhui chez les oiseaux 

domestiques la voie la plus promettcuse pour la realisation efficacc 
d'animaux transgeniques. 
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Des travaux recents d'un groupe canadien (R. Etches a la station de 
Guelph) ont sugglre que des cellules ES doivent exister dans Tembryon 
d'oiseau (Petitte et al M 1990). Ce groupe 4 reussi la transplantation de telles 
cellules dans des embryons, et par suite, la production d'animaux dont le 
5 patrimoine g&ietique est derive des cellules greffees. Cependant k ce jour 
la culture de ces cellules in vitro n'a pas pu 6tre r£ussie ; par consequent 
ces cellules n'ont pas pu etre utilisees pour transferer de fagon stable un 
transgdne. C'est la un biocagc majcur & Sexploitation de la technologie des 
cellules ES chez les oiseaux. Les cellules ES peuvent etre caracterisees par 
10 trois types de crit^res essentiels : 

- morphologie 

- activity phosphatase alcaline endogene 

- reaction avec des anticorps sp^cifiques d'un etat de totipotence (ECMA-7, 
SSEA-1 et SSEA-3 notamment). 

15 Aucune culture de cellules ES identifies par Tensemble de ces 

caracteristiques n'a pu etre obienue a ce jour. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objct un milieu de 
culture de cellules cmbryonnaires totipotentes aviaires du type 
comportant un milieu de culture pour cellules aviaires, caracterise en ce 
20 qu'il comporte des elements complementaires dudit milieu de culture pour 
cellules aviaires, lesdits elements complementaires etant choisis dans 1c 
groupe comprenant : les cytokines, les facteurs de croissancc des 
fibroblastes, les facteurs de croissancc analogue de 1'insuline, les facteurs 
dc croissance des cellules souches, 
25 et en ce qu'il est substantiellement d^pourvu d'acide retinoique actif. 

De maniere avantageuse, 1'acide retinoique est substantiellement 
inactive par des anticorps anti-acide retinoique (ARMA) presents dans le 
milieu. 

En effet, les milieux employes contiennent souvent du serum, dont 
30 on nc peut controler la quantite endogene d'acide retinoique. En testant 
1'effet de Incorporation au milieu de culture d'un anticorps monoclonal 
anti-acide retinoique qui ncutraliseratt Taction de ce dernier, sur la 
differentiation des cellules, la Demanderesse a constate que. la presence de 
cet anticorps accroit la presence dans les cultures de cellules et colonics a 
35 activite phosphatase alcaline. 
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La cytokine peut notamment 6tre choisie parmi le LIF, IL-11, IL-6, 
CNTF et oncostatine M (OSM) ; de mantere avantageuse les cytokines 
presentes dans le milieu de culture decrit precddemment, comprennent au 
moins une cytokine choisie dans le groupe constitue de LIF, IL-11, IL-6, et 
5 leurs diff&rents melanges, qui donnent les meilleurs r6sultats de^ 
stimulation de croissance. 

De preference, le facteur de croissance des fibroblasces est le b- FGF 
(ou basic Fibroblast Growth Factor) et le facteur de croissance analogue de 
Tinsuline est l'IFG-1. 
10 Le facteur- de croissance des cellules souches (ou SCF) est de 

preference Pa-SCF (ou avian Stem Cell Factor) et le m-SCF (ou murine Stem 
Cell Factor). 

L'un des aspects preferes de Pinvention concernc un milieu de 
culture qui contient, outre les elements nutritifs de base necessaires a la 

15 croissance de cellules, une combinaison de b-FGF, SCF ei LIF. En outre, la 
presence dans le milieu d'un anticorps monoclonal neutralisant Tactivite 
de differenciation exerc^e par l'acide retino'iquc augmente le nombre de 
cellules souches embryogenes totipotentes. 

La presence d'un tapis de cellules nourricieres favorise la 

20 croissance de cellules ES aviaires. Divers types de cellules connues de 
Thomme du metier peuvent-etre uiilisees ; on peut citcr en paniculier des 
cellules telles que les cellules STO, trait^es a la mitomycine ou irradiees, les 
cellules BRL-3A, les cellules LMI1, les cellules QJ6 et cellules QT6 modifiees 
telles que les cellules QT6 Isolde, les cellules differenciees dtablies en 

25 lignee a parti r des cultures de cellules souches embryonnaires induites a 
differencier. 

Les cellules STO sont des fibroblastes d'embryons de souris 
(catalogue ATCC) ; les cellules BRL-3A (catalogue ATCC) sont des cellules de 
foie de "Buffalo rat liver". Les cellules QJ6 (catalogue ATCC) et cellules QT6 
30 modifiees telles que les cellules QT6 Isolde sont des fibroblastes de caille 
(Cosset et col., 1990. J. Virol. 64, 10170-1078) et les cellules LMH 
proviennent de carcinome de foie de poulet (Kawagucchi et col., 1987/ 
Cancer Res., 47, 4460-4464). 

Le milieu de culture contient en outre differents elements nutritifs 
35 essentiels et des antibiotiques. 
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Un milieu de culture particulierement adapte k la presente 
invention possede la composition suivante : 
BHK-21 



Serum foetal de bovin 
Serum de poulet 
Conalbumine 

Acides* amines non essentiels 
Pyruvate de sodium 
Nucleosides stock 
Hepes(lM) 
p-mercaptoethanol 
Penicilline 
Streptomycine 
Gentamvcine 



Addjufs: 



10% 
2% 

20 ng/ml 
1% 
1 mM 
1% 

10 mM 
0,2 mM 
100 U/ml 
100*ig/mi 
10 ng/ml 



Final 



20 



30 



bFGF de 1 a 20 ng/ml 

a-SCF de 0,5% a 2% vol/vol 

1GF-1 de 5 a 50 ng/ml 

LJF de 1000 a 5000 U/ml de forme purificc soil environ de 0,1% a 

2% vol/vol de surnageani de culture de cellules COS 
transferees 

IL-6 de 5 a 50 ng/ml (environ de 0,1% a 2% vol/vol de surnageant 

de culture de cellules COS transferees) 
IL-1 1 de 5 a 50 ng/ml (environ de 0,1% a 2% vol/vol de surnageant 

de culture de cellules COS transferees) 

De mantere avantagcuse la concentration en bFGF est supcrieure a 5 
mg/ml et la concentration en IGF-1 est superieurc a 10 ng/ml. 
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avec le stock de nucleosides constitue du melange ; 
adenosine 80 mg 
guanosine 85 mg 
5 cytidine 73 mg 
uridine 73 mg 
thymidine 24 mg 
H 2 0 100 ml 

et SN de Cos representam un surnageant dc culture de cellules COS-7 
10 transferees en expression transitoire avec un vecteur d'expression du 
cDNA du facteur consid6re, 

et convient a la culture de cellules embryonnaires totipotentes d'oiseau. 

Le milieu BHK21 (ou milieu MEM) est un milieu de culture qui a ete 
decrit notamment par Mc Pherson, L, ei Stoker (1962, Virology 16, 147). 
15 Hepes est de rhydroxy-ethyl-piperazine-ethane-sulfonate. 

Selon un autre aspect, Pinvemion a pour objet un procede de 
culture de cellules embryonnaires loiipotcntcs aviaires (ou cellules ES 
aviaires), caracterise en ce que : 

a) on met en suspension des cellules provenant dc disques 
20 blastodermiques d'oeufs fecondes dans un milieu de culture pour 

cellules aviaires comprcnant en outre au moins un compose choisi 
parmi les cytokines, les facieurs dc croissancc des fibroblastes, les 
facteurs de croissance analogue de I'insuline, les facteurs de croissance 
des cellules souches, et dans lequel l'acide rctinoique est 
25 substantiellement inactive, 

b) on ensemence un tapis de cellules nourricieres ou une boite de culture 
gelatinee avec la suspension obtenuc a Tissue de Tetape a), 

c) on met les cellules a incuber pendant une duree determinee, 

d) les cellules en culture som prelevees et purifiees afin dc recuperer des 
30 cellules ES d'oiseau. 

De preference, cntrc les ctapes c) et d) on effectue une ou plusieurs 
additions echelonnecs dans le temps, de milieu neuf identique a celui 
utilise dans Tetape a). 
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Dans un de ses modes de mise en oeuvre, au cours de l'6tape c), on 
effectue un reensemencement du milieu par une suspension de cellules 
identique k la suspension prepar^e k P6tape a). 

Le milieu de l'£tape a) contient de preference les Elements suivants: 
5 b-FGF, a-SCF, IGF-l, LIF, IL-11, IL-6 et anticorps anti-acide rttinolque. 
Selon Tun des aspects de Pinvention, il contient en outre les composes 
suivants : 

. Serum foetal de bovin 
10 . Serum de poulet ~ 
. Conalbumine 

. Acides amines non esse ntiels 
. Pyruvate de sodium 
. Stock de nucleosides 
15 . Hepes(lM) 

. 0-mercaptoethanol 
. Penicilline 
. Streptomycine 
, Gentamycine 

20 

avec le stock de nucleosidcs.constitue du melange : 

adenosine, guanosine, cyiidine, uridine et thymidine en solution aqueuse. 

De maniere facultative, au cours du procedc selon Pinvention, on 
effeciue entre les etapes c) et d) Paddition de milieu neuf au 3eme jour 
25 puis le milieu est change tous les jours jusqu'au prochain repiquagc. 

L'etape d) peut notamment etre effectuee par traitement 
enzymatique, lavage dans un milieu nc contenant pas de facteur de 
croissance et centrifugation. 

On peut recueillir directement les cultures primaires de cellules, qui 
30 seront ensuite congelecs, ou bien realiser des cultures secondaires 
successives a partir des cellules de la culture primaire. Dans ce cas, a 
Tissue de Petape d), on effeciue une etape e) dans laquellc, les cellules ES 
sont r6ensemencees sur un tapis de cellules nourrici6res- ou sur boites 
gelatinees, de maniere a obtenir une culture secondaire. 

35 
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Les etapes d) et e) peuvent Stre repdtees plusieurs fois pour avoir 
des cultures tertiaires et successives. 

Le tapis de cellules nourricieres peut 6tre constitud de differents 
types de cellules ddcrits precfidemment, notamment de cellules STO 
5 mitomycindes ou irradi£es. 

Un autre des objets de l'invention est une culture de cellules ES 
d'oiseau, ou des cellules ES aviaires, ^susceptibles d'etre obtenues par le 
procedd defini ci-dessus. Unc cellule embryonnairc totipotente aviaire 
rnodifide peut 6tre obtenue par integration du gene codant pour une 
10 proteine heterologue dans le genome d*une cellule ES- aviaire en culture. 

Enfin, un procede de production d'unc proteine recombinantc, 
caractdrise en ce qu'on integre le gene codant pour ladite proteine dans le 
genome d'une cellule embryonnaire totipotentc aviaire en culture est 
egalement compris dans rinveniion. 
15 La Demanderesse a mis au point un milieu de culture et des 

conditions de culture in vitro permettant de maintenir en culture des 
cellules d'oiseau qui presentem des proprietcs morphologiques, cinetiques 
ct histochimiques rappclant cellcs des cellules cmbryonnaires 
totipotentes. Ces observations ont etc effectuecs aussi bien avec des 
20 cellules derivant de disques blastodermiques de caille que de poulei. La 
croissance de ces cellules en culture in vitro est rendue possible par la 
mise au point d*un milieu original spccialemcnt adaptc a la culture de 
cellules embryonnaircs d'oiscau. On sait que la presence, le mainticn et la 
propagation de cellules totipotentes en culture permettcnt leur injection 
25 dans des embryons recevcurs. La contribution a la morphogenese des 
tissus somatiques ct germinaux chez les animaux recevcurs grace a un 
caractere totipotent, peut conduire a Tobtention d*animaux transgeniques. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer 1'invention sans 
aucunement en limiter la portec. Dans ces exemples, on se refcrcra aux 
30 figures suivantes : 

Figure 1: Effet des combinaisons de facteurs 

- blastodermes de caille, 0,75 bl/ml 

- fond de gdlatine 
35 - culture de 3 j 
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Figure 2: effet de 1'anticorps anti-acide retinoique (ARMA) 

- blastodermes de caille r 0,75 bl/ml 

- fond avec ou sans gelatine 

- culture de 4 j 



5 



Figure 3: comparaison de diffgrentes cytokines 

- blastodermes de caillc, 2 bl/ml 

- fond avec gelatine 

- culture de 2 + 3 j 
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Figure 4: Comparaison d'un ensemencement ,sur gelatine et sur tapis de 
cellules traitees a la mitomycine C en presence de differentes cytokines 
appartenant toutes a la meme famille. 



Figure 5: Activite phosphatase alcaline ct reconnaissance par ECMA-7 

- blastodermes de caillc, 1,5 bl/ml 
25 - fond avec cellules STO 

- culture de 2 + 3 j 

figure 6: Activite phosphatase alcaline et reconnaissance par NC-1 

- blastodermes de caillc, 1,5 bl/ml 
30 - fond avec cellules STO 

- culture de 2 + 3 j 

Figure 7 : Animaux chimercs obtenus par injection in ovo dans des 
embryons de cellules maintenucs en culture. Cellules injectecs apres 8 ou 
35 10 jours de culture. 



15 



4A: 



• blastodermes de caille, 1 + 1,5 bl/ml 

- fond avec gelatine 

- culture de 3 + 4 j 



20 



4B: 



- blastodermes de caille, 1 + 1,5 bl/ml 

- fond avec cellules STO 

- culture dc 3 +-4 j 
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Materiel et methodes 

Preparation des cellules 

Les oeufs de poules fraichement pondus, non incubds, 
5 correspondent au stade X de developpement (Eyal Giladi and Kovak, 1976) ; 

les oeufs de caille " C. coturnix japonica" sont egalement utilises d6s la 

ponte et non incubes. 

Le disque blastodermique (3-4 mm de diam^tre pour la poule, 2-2,5 

mm pour la caille) est preleve i l'aide d'une pipette pasteur dans du milieu 
10 complet sans facteurs. Les cellules sont centrifugees a 200 g, lavees deux 

fois dans du milieu afin d'<Himiner le maximum de vitellus contaminant, 

resuspendues a raison de 2 disques pour 1 ml dc milieu et dissoctees 

mecaniquement par passage dans une aiguille de 23 G. Les facteurs sont 

alors ajoutes. 
15 La suspension ccllulaire est deposec: 

- soit sur boites ou puits (Costar) prealablement gelatines (0,2 % 
gelatine, 1 h a t° ambiante), 

- soit sur un tapis de cellules STO prealablement iraitees a la 
mitomycine C (90 min, 37 s c, 5 ng/ml) et ni-cnscmcncecs a raison de 105 

20 cellules / cm 2, 

- soit sur un tapis dc cellules Isolde prealablement iraitees a la 
mitomycine C (90 min, 37 c, 5 itg/ml) et re-cnsemmcncccs a raison dc 105 
cellules / cm 2 - 

25 Milieu de culture STO : 



final 



DMEM 



S6rum foetal Bovin 



10% 



Penicilline 



lOOU/ml 



Streptomycine 
L-Glutaminc 



100ng/ml 



2mM 
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Milieu de culture Isolde : 
DMEM 

5 Serum foetal Bovin 

S£rum de poulet 
Penicilline 
Streptomycine 
G418 

10 Hygromycine 
Phl^omycine 

TBP (bouillon tryptose phosphate) 

Les drogues de selection sont ajoutees en entreiien mais enlevees 
15 deux jours avant le traitement a la mitomycine C. 

Dans tous les cas, un second ensemencemcni est realise dans les 
memes conditions apres deux jours de culture. 

Cultures 

20 Les cultures sont incubees a 37 °C ou a 41° C, dans une atmosphere 

controlee en CO2 (7/5 %) et leur evolution est suivic au microscope en 

contraste de phase. Une addition partielle (50 %) dc milieu neuf avec les 

facteurs est rcalisec le 3 *mc jour dc culture, puis le milieu est change tous 

les jours. A chaquc moment, les cellules en croissance peuvent etre soit 
25 fixees pour etude, soit prelevces pour £trc re-ensemencees en culture 

secondaire ou superieure, sur tapis de cellules STO mitomycinecs irradiees 

ou sur boites gelatinees. 

En cas de fixation, les cellules sont lavees en Tris-Glucose deux fois, 

puis fixees in situ 15 min dans une solution de paraformaldehyde 4 % a 
30 froid (0-4 °C). Apres plusieurs lavages au PBS, differentcs colorations 

peuvent £tre realisecs selon Tun des protocoles suivants : 



final 

8% 
2% 

100 U/ml 
100 ng/ml 
100 Mg/ml 

50 Mg/rnl . 

50 ng/ml 
10% 
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detection de Tactivit6 phosphatase alcaline endogene, 

tampon de reaction: NaCl 100 mM 

TrisHClpH9.5 100 mM 

MgCl 2 SmM 

NBT 1 mg/ml 

BCIP 0,1 m/ml 
H 2 0 

(temps de lecture, de 5 ii 30 min, 37°c) 



** detection de Tactivite de R-galactosidase exogenc 

tampon de reaction: Ferricyanure de K 5 mM 

Fcrrocyanurc de K 5 mM 

MgCb 5 mM 

15 X-gal 1 mg/ml 

PBS 

(temps de lecture, de 1 a 2hcurcs , 37°c) 

*** detection par immunocytochimie de la presence d'epitopes specifiques 
20 (reaction a 4°c) 

blocage en tampon PBS - BSA (1 mg/ml) 
lavage en PBS - BSA 

anticorps primairc 1/ 10<™ c ou 1/ 50**^ 

anticorps secondaire fluorescent 1/50™*-' 
ZS la detection est reaiisee sous microscope inverse a fluorescence. 

Rcpiquagc 

En cas de passage en culture secondaire ou successive, les 
cellules sont lavees en Tris-Glucosc deux fois, puis incubees 10-30 min dans 
30 une solution enzymatiquc. On peut utiliser unc solution de collagcnase- 
dispase (1 mg/ml soil 1 U/ml final) a laquellc unc solution de 
hyaluronidase (1 mg/ml final soil 1 U/ml) peut ctre ajoutec ; on peut 
egalement utiliser unc solution de pronase a 0,25 mg/ml final. Les cellules 
ou les petits amas de cellules ainsi isoles enzyn:aiiqucmcnt sont lavecs en 
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milieu ESA, resuspendus, deposes sur un coussin de milieu de separation de 
lymphocyte de densite (d= 1,077-1,080) et centrifuges 20 min a f ambiante 
a 800 g afin de d^barasser Ies cellules non differenciees de blatodermes des 
cellules du tapis, des debris divers et des restes de vitellus contaminants. 
5 L'interface est alors prelev6e, lavec deux fois en milieu ESA. Le culot 
cellulaire obtenu est resuspendu et dissocie legerement m^caniquement 
avant "d'etre ensemence sur un nouveau tapis de cellules nourriciSres, 
comme prec6demment d6crit. L*£quivalcm de 6 disqucs blastoderrniques 
initiaux est re-ensemence dans 2 ml. Cette etape de gradient n'est parfois 

10 pas ndcessaire lors des passages successifs, en fonction de la tres grande 
homogeneite des cultures obienucs. 

Les cellules dissociees peuvent etre deposecs sur un gradient 
multicouche de Pcrcoll et centrifugees dans les memes conditions. Les 
interfaces sont alors prelevecs, lavees dans un milieu ESA et les cellules les 

15 plus immatures des interfaces superieurcs reensemencees, ou injectees 
dans des embryons recevcurs. 

Congelation 

A Tissue de la culture primairc ou successive, les cellules 
20 rccuperfies de gradient peuvent etre congelees dans un melange constitue 
de 40 % FBS, 50 % milieu USA et 10 % DMSO. IjCs cellules cquivalant a 24 
blastodisques initiaux sont reprises dans 0,5 ml de milieu ESA, 
resuspenducs et 0,4 ml de scrum est ajoutc. 0,1 ml de DMSO est alors ajoute 
tres lcntemeni. La suspension de congelation est rcpartie dans des tubes a 
25 congelation (0,5 ml/tube) et congelee lentement a -80 3 c avant d'etre 
transferee dans l'azote liquide, 

Rcsultats 

Un milieu de base appcle milieu "ESA 1 ' pour "Embryonic Stem cells 
30 Avian" derivant d'un milieu utilise pour les cellules ES murines a etc 
prepare, II preseme la composition suivante : 
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MUieu "ESA"; 

final 



5 BHK-21 

Foetal Bovine Serum 10 % 

"Serum de poulet 2 % 

Conalburnine 20 ng/ml 

Acide Amines ndn essentiels 1 % 

10 Pyruvate de sodium 1 mM 

Stock de nucleosides 1 % 

Hepes (1M) 10 mM 

R-mercaptoethanol 0.2 mM 

Penicilline lOOU/ml 

15 Streptomycine 100 ng/ml 

Gentamycine 10 ng/ml 



A ce milieu de base "ESA M , des facteurs de croissance ont ete ajoutes 
afin de comparer leur contribution respective a la formation dc colonies 
20 presentant un caractere morphologique et biochimique imeressant. Leurs 
concentrations sont indiqueps ci-apres : 

Additjfs: 





stock 


final 


bFGF 


10 ng/ml 


10 ng/ml 


a-SCF 


SN de Cos trans* 


1 % vol/vol 


IGF-1 


10 ng/ml 


20 ng/ml 


LIF 


SN de Cos trans* 


1 % vol/vol 


IL-11 


10 ng/ml 


10 ng/ml 


IL-6 


10 ng/ml 


10 ng/ml 


ARMA 


10 mg/ml 


1 ng/ml 


OSM 


20 ng/ml 


20 ng/ml 


CNTF 


20 ng/ml 


20 ng/ml 
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stock de nucleosides 



5 



adenosine 


80 mg 


guanosine 


85 mg 


cytidine 


73 mg 


uridine 


73 mg 


thymidine 


24 mg 


H 2 0 


100 ml 



* surnageant de culture de cellules COS-7 transfect6es en expression 
transitoire avec un vecteur d'expression du cDNA du facteur consider^. 

10 

Le premier critere utilise pour evaluer 1'effet de ces facteurs et des 
modifications apportdes au milieu a 6t6 la detection par coloration 
biochimique de l'activittf phosphatase alcaline endogene qui semblc 
specifique d'un certain nombre de cellules telles que les cellules ES 
15 totipotentes, les cellules precurseurs d<Sriv6cs de la lignee germinale et 
certaines cellules differences, facilement identifiables a leur 
morphologie epithelioide. 

Les cellules des disques blastodermiques sont cnsemencees en 
milieu ESA en presence dc differcntes combinaisons de facteurs. Apres 3 j 
20 de culture, les cellules sont fixees, coiorees ct les colonics positives pour 
Tactivite phosphatase alcaline (AP+) sont denombrdes. 

L'effet des differentcs combinaisons dc facteurs est represente sur 
la figure 1. 

25 Conclusion 

Parmi les facteurs testes, la combinaison du SCF (Stem Cell Factor 
d'origine murine -mSCF- ou aviaire -aSCF-) t du b-FGF (basic Fibroblast 
Growth Factor) et du LIF (Leukemia Inhibitory Factor) donne le meilleur 
nombre de colonies positives pour Tactiviie phosphatase alcaline dans les 

30 cultures avec un accroissemcnt de 2-3 fois par rapport a la presence de 
chaque facteur ajoute individuellemeni ou deux par deux et par rapport au 
fond, constitue en majorite de cellules faiblement positives et presentant 
une morphologie epithelioide differenciee. 
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II) Effet de Tanticorps anti-acide r6tinoique (ARMA) 

Les cellules sont ensemencees soit sur boites non traitees, soit 
5 traitees & la g6Latine dans du milieu ESA complet avec facteurs de 
croissance aSCF (avian Stem Cell Factor), bFGF (basic- Fibroblast Growth 
Factor}, IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) et LIF (Leukemia Inhibitory 
Factor). L'anticorps ARMA est ajoute a raison de 1 ng/ml final. Les cellules 
et colonies positives pour Tactivite phosphatase alcaline (AP +) sont 
10 denombrees apres 4 j de culture. 

Les resultats sont repr6sentes sur la figure 2. 

Comparativement aux differents moyens d<*crits comme Tutilisation 
de n§sine ou de charbon, ct testes pour essayer de controler lc niveau 
d'acide r^tinoique dans le milieu, Taddition de Tanticorps ami acide 
15 retinoique dans le milieu donne les meilleurs resultats quant a la qualite et 
la quantity des colonies presentes dans les cultures 

Conclusion 

V addition de Tanticorps anti-acidc retinoique dans le milieu de 
20 culture accroit de facon notable la presence et /ou le maintien des colonies 
a activite phosphatase alcaline. 

Ill) Effet des cytokines 

25 Nous avons voulu verifier si le UF ou d'autres cytokines de la meme 

famille pouvait induire la proliferation des cellules ES chez Toiseau. 

Les cellules sont ensemencees en milieu ESA complet avec facteurs 
de croissance aSCF (avian Stem Cell Factor), bFGF (basic- Fibroblast Growth 
Factor), IGF-l (Insulin-like Growth Factor-1) en presence d'ARMA (1 

30 ng/ml) et apres addition ou non dc differcntes cytokines de la meme 
famille LIF (Leukemia Inhibitory Factor), 11-11 (Intcrleukinc 11) ct IL-6 
(Intcrleukine 6). Afin d'accroitre Tadhesion ct la formation de colonies 
phosphatase alcaline positives ainsi que ieur taillc, un second 
ensemencement a lieu 2 jours apres le premier. La fixation, coloration ct 

35 lecture des colonies a eu lieu 3 jours apres le second ensemencement. 
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La comparaison de I'effet des difterentes cytokines est representee 
sur la figure 2. 

Conclusion 

5 Le role des cytokines UF, IL-1 1 et IL-6 semble particulterement 

prononce et pratiquement equivalent dans l'obtention de colonies 
positives pour Tactivit6 phosphatase alcaline. 

IV) Role d'un tapis de cellules nourriaeres 

10 

Chez la souris, la croissance de certaines cellules ES requiert la 
presence d'un tapis dc cellules nourricieres. L'effet de ces cellules sur les 
cellules d'embryons d'oiseau a 6te teste 

Les cellules sont ensemencees dans un milieu ESA complet avec 

15 facteurs de croissance aSCF (avian Stem Cell Factor), bFGF (basic- 
Fibroblast Growth Factor), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) et 
anticorps ARMA (1 vg/ml) comparativemcnt soit sur un fond de gelatine 
soit sur un tapis de cellules STO traitees a la mitomycine C comme indique 
dans le paragraphe Materiel et Methodes. Apres trois jours de culture, un 

20 nouvel ensemencement est ajoutea la culture; Les cytokines CNTF (Ciliary 
Neuro-Trophic Factor), OSfcl (Oncostatin M), LIF (Leukemia Inhibitory 
Factor), IL-1 1 (Interleukine 11) et IL-6 (Interleukine 6) sont ajoutees dans 
le milieu aux concentrations indiquecs precedemment. 

La figure 4A represcme la croissance de cellules sur gelatine en 

25 presence de differentes cytokines. La figure 4B represente la croissance 
de cellules sur un tapis dc cellules nourricieres en presence des memes 
cytokines. 

Conclusion 

30 Le nombre de colonics derivant des cellules de blastoderme et 

presentant une activite phophatase alcaline est tres nettemmcnt accru en 
presence d'un tapis de cellules nourricieres (environ -4-5 fois) avec un 
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maintien entre les deux syst&mes des meme sensibility vis a vis des 
cytokines ajoutees dans le milieu. Les cytokines LIF, IL-11 et 11-6 
pr6sentent les raeilleurs resultats de stimulation de croissance. Dans des 
resultats prtliminaires, il apparait de plus que la combinaison de ces 3 
5 cytokines dans le milieu complet ESA avec facteurs produisent des effets 
cumulatifs trfes prometteurs quant au maintien et a la proliferation des 
colonies tant avec des cellules derivees de disques blastodermiques de 
caille que de poulet. 

10 V) Caracteristioucs immunocvtochimiques 

Des etudes de rcactivitc par rapport a differents anticorps ont etd 
realisees. Les anticorps ECMA-7, SSEA-1 et SSEA-3, specifiques d'un etat de 
totipotence des cellules ES murines sont capables de reconnaitre des 

15 epitopes dans les populations de cellules aviaires, maintenues dans les 
cultures. Pour illustrer ces reconnaissances par les anticorps, des doubles 
marquages activite phosphatase alcalinc ct anticorps demontrent que 
toutes les cellules ou les massifs de cellules reconnues par ECMA-7 
presentent une activite phosphatase alcalinc. Cette propri£tc a ete 

20 observee avec tous les anticorps utilises a des degres divers- 

Les colonies dc cellules phosphatase alcaline positives sont pour 
environ 20 % d'entre ellcs marquees par I'anticorps ECMA-7. Cette 
reconnaissance suggere la presence dans ces massifs et dans ces seules 
conditions de culture de cellules a caractcrc "ES". Neanmoins, une 

25 heterogeneite dans les massifs phosphatase alcaline positifs suppose des 
degres variables dans Tintensite du caractere "ES". 

Cette heterogeneite de distribution a etc observee sur des cultures 
primaires. Apr6s repiquages, la proportion de cellules positives, 
notamment pour ECMA-7, mais egalemcnt pour SSEA-1 et EMA-1, tend a 

30 s'accroitre de fagon tres importante pour obtcnir des cultures tres 
homogenes. 

La Figure 5 montre respectivemcnt I'act i vile phosphatase alcalinc 
et la reconnaissance par I'anticorps ECMA-7 dc colonics de cellules issues 
de la culture de blastodermes de caMle en presence de differentes 
35 cytokines. 
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Les anticorps SSEA-1, SSEA-3, egalement utilises sur des cellules ES 
murines reconnaissent Egalement des cellules aviaires dans les massifs 
phosphatase alcaline positifs. 

Les anticorps NC-1, HNK-1 dirig6s respectivement des Epitopes de 
5 cellules de cretes neurales et de cellules "human natural killer" 
reconnaissent en fait les mfimes epitopes et ont ete montres comme 
reconnaissant certaines cellules im matures du disque blastodermique de 
poulet. Dans notre systeme, ces deux anticorps reconnaissent la encore des 
cellules dans des massifs a activite phosphatase alcaline. 

10 Les r&ultats avec NC-1 sont represents sur la figure 6. 

Les cellules sont ensemencees dans un milieu ESA complet avec 
facteurs de croissance aSCF (avian Stem Cell Factor), bFGF (basic- 
Fibroblast Growth Factor), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) et 
anticorps ARMA (1 ng/ml) sur un tapis de cellules STO traitees a la 

15 mitomycine C comme indique dans le paragraphe Materiel et M6thodes. 
Apres deux jours de culture, un nouvel ensemcncement est ajoute a la 
culture. Les cytokines LIF (Leukemia Inhibitory Factor), IL-11 
(Interleukine 11) et IL-6 (Interleukine 6) sont ajoutees dans le milieu aux 
concentrations indiquees precedcmment. La double coloration, activite 

20 phosphatase alcaline ct detection des epitopes par anticorps est realisee 
suivant les protocoles preseqics precedcmment. 

Par ailleurs, I'anticorps EMA-1 (Hahncl and Eddy, 1986) initialcment 
dirige contre des epitopes presents sur les cellules primordiales dc la 
lignee germinale murine a etc utilise contre ces memcs cellules chcz le 

25 poulet. En testant cet anticorps dans noire systeme de culture, nous 
pouvons demomrer que EM A- 1 reconnait des cellules ct colonies de 
cellules presentant toutes une activite phosphatase alcaline, II a ete par 
ailleurs verifie que cet anticorps EMA-1 ne reconnaissait les cellules ES 
murines que dans leur etat dc totipotence non differenciee. 

30 Les anticorps ont etc testes soil sur des cultures non differenciees 

obtenues telles que decrites dans Materiel ct Mcthodcs soit sur des cultures 
qui ont 6te traitees avec un execs d'acidc retinoique ajout£ ii la culture 
(10-6 M) pendant au moins 48 heures. Le tableau ci-apres indique l'etat de 
reconnaissance par les differents anticorps utilises. 



35 
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r\lll.l\.v/I JyO XllvFAlw^lvltttt 


Non differenciees 


Differenci^es 








elMA-/ 






SSEA-1 


M M 1 




SSEA-3 






TK-Ol 


'HIM 




TBC-02 


+ 


+++ 


TEC-03 


++ 


++ 


EMA-1 




+ 


EMA-6 


4-H» 


+ 


TRONIA-1 




MM 


NC-1 


+-H4 


+ 


HNK-1 


H"M 


+ 



NC-1 et HNK-1 reconnaissent les m6mes epitopes 

20 SSEA-1 et TEC 01 reconnaissent les memes epitopes 

II apparait que I'cxpression dc ECMA-7 (Kcmler ei ah (1981)) est la 
plus importante, suggcrant unc veritable nature de cellules ES, que TEC-01 
(Drabcr et al. (1987)) ci SSEA-1 (Soher and Knowlcs (1978)) reconnaissent 
les memes epitopes sur des cellules non differenciees exclusivement. A 

25 Tinverse, 1 'augmentation d'expression de TEC-02 (Draber et al. (1987)) peut 
dans ce sens indiquer un etat de differenciation induit ou spontane. 
L'achevement de cette pcrte dc nature ES est caracterisee par la forte 
expression de TROMA-1 (Brulet et al. (1980)), present sur les seulcs cellules 
differenciees. L'ensemble de ces aniicorps pcrmct done d'avoir une idee 

30 sur I'etat dc differenciation d'une culture. Des anticorps comtne TEC-03 
(Drabcr et al. (1987)) apparaissent commc rclauvcmem indiffcrcms a 
I'etat prononce de differenciation. 
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H est par ailleurs a souligner que jusqu'a present ni ECMA-7, ni 
SSEA-1, SSEA-3, TEC-01. TEC-02, TEC-03, TROMA-1 n'ont fait Tobjet de 
publication demontrant la r€activite sur des coupes, des cellules ou tout 
materiel d'origine aviaire. 

5 

Conclusion 

" Parmi les anticorps testes, certains comme ECMA-7 (Kemler et at. 

(1981) ), SSEA-1 (Soltcr and Knowles (1978)), SSEA-3 (Shevinsky et al. 

(1982) ) sont caracteristiques des cellules "ES "murines. Ccs anticorps 
10 reconnaissent des cellules done potentiellement totipotentes dans les 

cultures aviaires. Les memes observations ayant dt6 obtenues soit avec des 
cultures de caille soit dc poule. D'autres anticorps comme EMA-1 (Hahnel 
and Eddy (1986)), NC-1 et HNK-1 (Obo and Balch (1981)) sont connus pour 
reconnaitre des epitopes aviaires (et murin pour EMA-1) de cellules tres 
15 indifferenciees et done aussi susceptibles de reconnaitre un profil de 
cellules souches aviaires. 

VI) Repiquage des cellules 

20 Les cellules de disqucs blastodcrrniqucs de caille ou de poulet sont 

ensemencees sur tapis dc cellules nourricicrcs STO. Apres differents jours 
de culture, les cellules sont rcpiquccs sur lapis de cellules STO comme 
decrit en Materiel et mcthodes. La detection de cellules ct massifs positifs a 
la fois pour 1'activite de phosphatase alcaline ei pour la colocalisation d'un 

25 marquage par ECMA-7 ou NC-1 suggere que les conditions de cultures sont 
definies pour maintenir dans les cultures sccondaircs et tertiatres des 
cellules a caractere totipotent. Le processus dc repiquage assure d'ailleurs 
des apres le premier passage une homogeneitc a Tensemblc de la culture, 
tant morphologiquemcnt, que par la detection des differents epitopes. Les 

& massifs de cellules devienncnt tres etendus ci homogenes, caractere accru 
par la grande capacite dc ccs cellules a so diviscr rapidemcnt, 
contrairement aux cellules diffdrenciecs prcsemcs iniiialement dans la 
culture primaire. Jusqu'a present, ccs criteres d'identification et de 
caracterisation peuvent 6ire utilises et detecies pendant au moins 5 

35 semaines apres rensemencemcnt. 
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VII) Injection des cellules dans des embryons receveurs 

Les cellules blastodermiques de poulet obtenues en cultures 
primaires ou apres repiquages successifs peuvent 6tre injectees dans des 
5 embryons receveurs. Afin de visualiser rapidement une contribution 
ph£notypique des cellules du donneur dans un embryon de poussin 
receveur, les cellules maintenues en culture proviennent d'une souche 
pigmentee et les embryons receveurs d'une souche non pigmentee. Les 
cellules maintenues en cultures sont dissociees et prepares comme decrit 

10 dans Materiel et Methodes selon le meme procede que pour un repiquage. 
La suspension cellulaire est alors pr6par£e a raison de 1 a 3 x 105 cellules 
par ml de milieu ESA. L'oeuf fraichement pondu, non incuW contenant 
Pembryon reveceur est lcgerement irradie entre 5 Gy et 7 Gy. Une petite 
fenetre de quelques mm 2 est r^alisee dans la coquille du receveur par 

15 meulage. La membrane coquilliere est decoupee au scalpel et les cellules 
sont injectees a l'aide d'un capillaire etire dans la cavite subgerminale du 
disque blastodermique dans un volume dc 1 a 5 nl, ce qui correspond de 100 
a 1500 cellules au maximum. La moyenne des cellules injectees est de 500 
cellules. La fenetre est alors rccouvertc dc membranes coquillicres et 

20 scellee. Un morceau de pansement adhesif est applique pour parfaire 
l'etancheite et limiter au maximum {'evaporation. Apres 4 jours 
d'incubation dans les conditions optimales, les ocufs sont ouverts et les 
embryons bien developpes sont transfcres dans une coquille plus grande 
et remis en incubation pour finir leur developpement dc facon 

25 satisfaisante. 

Un certain nombre d'animaux ont ainsi etc obtenus et montrent un 
taux apparent de chimcrisme, phenotypiqucment detectable par le 
marqueur de plumage utilise et caracteristique de la souche des cellules 
derivant de la souche donneur, variant de 5% a 90%. Ce chimerisme peut 

30 etre obtenu jusqu'a present indifferemment avec des cellules derivant dc 
cultures primaires, secondaires, tertiaires. 11 est a noter que les 
pourccntages d'animaux chimeres et les taux dc chimerisme de ces 
animaux ne varient pas de facon importante en fonction du temps dc 
culture des cellules injectees. Ceci contribue a souligner la capacite du 

35 milieu et du procede decrit a maintenir des cellules avec un caractere 
totipotent. 
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Exemple : animal controle non injecte (Rg. 7A) 

Animal n° 1786-1787 & faible taux de chim6risme (5-10%) 
Animal n° 1782-1783 a taux moyen de chimerisme (50%) 
5 Animal n° 1740-1741 k fort taux de chimerisme (90%) 

Ces animaux sont presentes sur les figures 7B a 7D. 
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REVENDICATIONS 

1. Milieu de culture de cellules embryonnaires totipotentes aviaires 
5 du type comportant un milieu de culture pour cellules aviaires, caracterisS 

en ce qu'il comporte des elements comptementaires dudit milieu de culture 
pour cellules aviaires, lesdiis elements complementaires etant c ho is Ls dans 
le groupe comprenant : les cytokines, les facteurs de croissance des 
fibroblastes, les facteurs de croissance analogues de l'insuline, les facteurs 
10 de croissance des cellules souches, 

et en ce qu'il est substantiellement depourvu d'acide retinoique actif. 

2. Milieu de culture selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
comprend des anticorps anti*acide retinoique (ARMA). 

3. Milieu de culture scion la revendication 1 ou 2, caracterise en ce 
15 que la cytokine est choisie parmi ie LIF, 1L-11, IL-6, CNTF, oncostatine M 

(OSM), et leurs melanges. 

4. Milieu de culture selon Tune des revindications 1 a 3, caracteris6 
en ce qu'il contient au moins une cytokine choisie dans le groupe 
constitue de LIF, IL-11, IL-6, et leurs differcnts melanges. 

20 5. Milieu de culture scion Tune des revindications 1 a 4, caracterise 

en cc qu'il contient un factqur de croissance des fibroblastcs qui est le b- 
FGF. 

6. Milieu dc culture scion Tune des revendications 1 a 5, caracterise 
en ce qu'il contient un factcur dc croissance analogue dc l'insuline qui est 

25 HGF-1. 

7. Milieu de culture scion Tune des revendications l a 6, caracterise 
en ce qu'il contient un facteur de croissance des cellules souches choisi 
parmi Pa-SCF et le m-SCF. 

8. Milieu de culture selon Tunc des revendications 1 a 7, caracterise 
30 en cc qu'il comporte un tapis dc cellules nourricicrcs. 
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9- Milieu de culture selon Tune des revendications 1 a 8, caracteris^ 
en ce qu'il a la composition suivante : 



BHK-21 

5 Serum foetal de bovin 10% 

Serum de poulet 2% 

Conalbumine 20 ng/rnl 

Acides amines non essentiels 1% 

Pyruvate de sodium 1 mM 

10 Stock de nucleosides 1% 

Hepes(lM) 10 mM 

p-mercaptoethanol 0 t 2 mM 

Penicilline 100 U/mi 

Streptomycine 100 ng/ml 

15 Gentamycine 10 ng/ml 



Additifs: 



Final 



20 bFGF de 1 a 20 ng/ml 

a-SCF de 0,5% a 2% vol/vol 

IGF-1 de5 a 50 ng/ml 

LI F de 1000 a 5000 U/ml de forme puriiiec 

1L-6 dc 5 a 50 ng/ml 

25 IL-11 de 5 a 50 ng/ml 
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avec le stock de nucleosides constitu6 du melange : 
adenosine 80 mg 
guanosine 85 mg 
cytidine 73 mg 
5 uridine 73 mg 
thymidine 24 mg 
H 2 0 100 ml 

et SN de Cos representant un surnageant de culture de cellules COS-7 
transfect^es en expression transitoire avec un vecteur d 'expression du 
10 cDNA du facteur considere. 

10. Proced6 de culture de cellules embryonnaires totipotentes 
aviaires (ou cellules ES aviaires), caracterise en ce que : 
a) on met en suspension des cellules provenant de disques 
blastodermiques d'oeufs non fecondes dans un milieu de culture pour 
15 cellules aviaires comprenant en outre au moins un compose choisi 

parmi les cytokines, les facteurs de croissance des fibrobiastes, les 
facteurs de croissance analogue de I'insuline, les facteurs de croissance 
des cellules souches, et dans lequel l'acide retinoique est 
substantiellement inactive, 
20 b) on ensemencc un tapis de cellules nourricieres avec la suspension 
obtenue a I'issue dc Petapp a), 

c) on met les cellules a incuber pendant une durec detcrminec, 

d) les cellules en culture sont prelevees et purifiees afin dc recupercr des 
cellules ES d'oiscau. 

25 11. Procede scion la revendication 10, caracterise cn ce qu'entre les 

etapes c) et d), on effectue une ou plusieurs additions cchelonnees dans le 
temps, de milieu neuf identiquc a celui utilise dans l'etape a). 

12. Procede selon Tune des rcvendications 10 ou 1 1, caracterise en 
cc que le milieu de Petapc a) contient ies elements suivants : b-FGF t a-SCF, 

30 IGF-1, UF t 1L-11, IL-6 et des anticorps anti*acidc rdtinoiquc. 
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13. Proc6d6 selon Tune des revendications 10 k 12 t caract£ris6 en ce 
que le milieu de Tetape a) contient en outre les composes suivants : 

. Serum foetal bovin 
5 . Serum de poulet 
. Conalbumine 

. Acide* amines non essentiets 
. Pyruvate de sodium 
. Stock de nucleosides 
10 .Hepes(lM) 

. 0-mercaptoethanol 
. Penicilline 
. Streptomycine 
. Gentamycine 

15 

avec le stock de nucleosides constitue du melange : 

adenosine, guanosine, cytidine, uridine et thymidine en solution aqueuse. 

14. Precede scion Tunc des revendications 1 1 a 13, caractcrise en cc 
20 qu'entre les ciapes c) ct d), on effectue Taddition de milieu neuf au 3eme 

jour, puis tous les jours. 

15. Procede selon Tunc des revendications 10a 14, caractcrise en ce 
que l'ctapc d) est cffcctuec par traitement enzymatiquc, lavage dans un 
milieu ne contenam pas dc facteur de croissance ct centrifugation. 

25 16. Precede selon Tune des revendications 10 a 15, caractcrise en ce 

qu*a Tissue de Petape d) ( on effectue une etapc e) dans laquelle, les 
cellules ES sont reensemencees sur un tapis de cellules nourricieres, de 
maniere a obtenir une culture secondaire. 

17. Procede selon la revindication 15, caractcrise en ce que les 

30 dtapes d) et e) sont repctces plusieurs fois. 
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18. Proc&ie selon Tune des revendications 10 a 17, caracterise en ce 
que le tapis de cellules nourricieres est constitue de cellules STO 
mitomycins ou irradiees. 

19. Culture in vitro de cellules ES aviaircs susceptible d'etre obtenue 
5 par le precede selon i'une des revendications 10 & 18. 

20. Cellule embryonnaire totipotente aviaire modifiee, caract6ris6e 
en ce qu'elle peut ctre obtenue par integration du gene codant pour une 
proteine heterologue dans le genome d'une cellule ES aviaire en culture. 

21. Animal transgenique obtenu, au moins en partie, a partir de 
10 cellule embryonnaire selon la revendication 20. 
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